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Erfindungsbeschreibmg . ' 

Die Etfindung betrifft ein Verfahren zur Anreichening von nukleinsaurehaltigen Komplexen • 
aus Blut Oder anderen biologischea Materialien. Die nuMeinsaurenhaltigen Komplexe werden 
nach teilweiser Lyse des Probenmaterials mittels eines Puffers, der Detergentien und Ei^yme 
. enthalten kann, an eine feste Oberflache bestehend aus Copolymeren von Acrylsaurq- Oder 
Methacrylsaurederivaten und monoineren Komponenten mit einer Sulfonsauregmppierung 
' gebunden und die restlichen Bestandteile des Probenmaterials abgetrennt. Dann konnen die 
nukleinsaurehaltigen Bestandteile des Probenmaterials unter eiiier bestmimten lonenstarke 
von der Oberflache abge^ost und die Nukleinsauiren weiter aufgereimgt werden. In einer 
besonderen Ausfiihrungsform der Erfmdung haben die festen Oberflachen magnetische 
Eigenschaften und die Gestalt von Mikropartikeln mit einem Durchmesser mi Bereich von 1- 
30 Mikrometem. , 

; MitderEtablienmgNukleinsaureanalytischerMethodeninderLaboratoriumspraxis, 
insbesdndere der klinischen Analytik, haben Methoden zur Nukleinsaureaufreimgung wie 
zum Beispiel zur Aufreinigung von DNA oder RNA eine rasante technologis^e Entwicklung 
durchlaufen. Besonderes Augenmerk gilt vor allem Nnkleinsaureisolationsverfahren, die . 
w geeignetsindaufautomatischen„LiquidHandling"-Systemenappliziertzu werden. 

) Herausragend sind hier Festphasenextraktionskonzepte die Adsorbentien mit magnetischen 
Eigenschaften nutzen, da durch die moglicheMeinipulationdieserAdsorbentien mit ■ 

minetischen Feldem ein manuelles Eingreifen in den Extraktionsverlauf umgangen wird und 
der Prozess damit voUautomatisch gestaltet werden kann. 

5 Gerade in der klinischen Analytik, etwa der Untersuchung des Major Histocomparablity 

. Complexes (MHC, HLA Analytik) wird eine bestimmte Mindestkonzentration von DNA_nach 
. der Isolation erwartet, die den Einsatz relativ groBer Mengen an Probenmaterial erforderlich 
macht. Das automatische Extrahieren dieser relativ groBen Probenmengen ist jedoch 
problematisch, da die zur Verfiigung stehenden Pipettierroboter nicht in jedem Fall m der 
30 Lage sind die erforderlichen Volumina effektiv zu bearbeiten. 

Dem entsprechend wurden Strategien entwickelt vor der eigentlichen NuHeinsai^e - 
Extraktion die tiukleinsSurehaltigen Zellen bzw. die nukleinsaurehaltigen Bestandteile des 
iProbenmaterials, insbesondere von Blut, aiizureichem. 




Eine dieser Varianten zur Anreicherung nukleinsaurehaltiger Zellbestandteile besteht m der 
nichtenzymatischen Lyse der Zellen mittels sogenannter Lysepuffer fiir rote Blutzellen (Red 
Cell Lysis Buffer, RGB), der Pelletierung der DNA - haltigen BestandteUe des Blutes durch 
Zentrifugation und dem anschlieiSenden Extrahieren der DNA aus diesem Pellet [Rappoport 
40 und Raderecht, Physiologisch-chemisches Praktikum, 7. Auflage 1977, Verlag Volk und 
Gesundheit S. 504). Dieses Verfahren ist nicht sehr automatisierungsfreundlich, da der 
Zentrifugationsschritt einer durchgehend automatisierten Extraktion von Nukleinsauren 
entgegensteht. Die hitegration von Zentrifugen in Robotersysteme ist zwar moglich, die 
Unieteung ist jedoch auBerordentlich kostenintensiv und technologisch schwer zu realisieren. 

Ein anderer methodischer Ansatz nutzt die Affinitat spezieller. Antikorper gegen DNA - 
haltige Blutzellen (z.B; CD 4 Zellen). Diese Antikorper, gebunden an Magnetpartikel 
erlauben eine Aufkonzentrierung von DNA - haltigen Blutzellen und damit eme Verrmgerung 
des Volumens, welches in die eigentliche DNA Isolation eingeht. Eine Variante zur Isolation 
50 von DNA - haltigen Blutzellen mittels an Magnetpartikel gebundene spezifische Antikorper 



ist von Hardingham beschrieben [Hardingham et al.; Cancer Research 53 (1993)3455-^3458; s. 
auch Lundeberg and Larsen; Biotechnology Annual Review 1 (1995) 373-401). 
Nachteile des angefiihrten Verf ahrens smd einmal der hohe Preis fur die eingesetzten 
MagnetpartikeL Zum anderen versagt dieses Verfahren beim Erasatz von gefrorenen Bluten^ 
5 wie er in der klinischen Praxis durchaus die Regel ist, da hier durch das Einfrieren und 

Auftauen des Probenmaterials die Zellen zerstort wurden und die SpezifitSt der Antikorper 
nicht mehr zum Tragen kommt. 

Es konnte uberraschender Weise festgestellt werden, dass das Einbringen von festen Phasen 
10 die dadurch charakterisiert sind, dass ihre Oberflache mit Copolymeren aus AcrylsSure oder 
Acrylsaurederivaten wie Acrylamid, bzw, Methacrylsauredefivateii und sulfonsauretxagenden 
Monomeren wie Styrensulfonsaure, Vinylsulfonsaure unter einem definierten Verhaltnis der 
beiden Monomerkomponenten in eine Losung von Blut in der die Zellen des Blutes lysiert 
Oder teilweise lysiert sind, die nukleinsSurehaltigen Bestandteile dieses Lysates wie zum 
15 Beispiel Zellkeme an die gepfropften Oberflachen binden und der Uberstand abtrennbar ist. 
Die nukleinsaurehaltigen Zellbestandteile lassen sich nach dem Verwerfen des restlichen 
Probenmaterials in einem kleinen Volumen einer wassrigen Salzlosung mit definierter 
lonenstarke wieder eluieren. Damit wird erreicht, dass die sich im Probenmaterial 
befindlichen nukleinsaurehaltigen Zellbestandteile aufkonzentriert und von den restlichen . 
20 Bestandteilen des biologischen Materials abgetrennt werden sowie das in die nachfolgende 
Extraktion der Nukleinsauren eingehende Volumen drastisch reduziert wirdl 

Die Herstellimg der zur erfindungsgemaBen Anreicherung notwendigen Adsorbentien kann 
durch die dem Fachmann hinlanglich bekannten Pfropfungs verf ahren wie etwa dem 
25 Aufbringen der Monomergemische auf mittels Peroxidradikalen aktivierten Oberflachen 
erfolgen. 

So lassen sich beispielsweise mit Dialdehyden vemetzte Polyvinylalkoholderivate mittels 
konzentrierter Losimg von Wasserstoffperoxid aktivieren [Bates and Shanks; J. MacromoL 
Science - Chem. A14 (1980)137-151, Bolto et al., J. Appl. Polym. ScL 2 (1978)" 1977. 
■ 30 Ebenso ist eine Aktivierung der Basisoberflache durch partielle Oxidation mit 

Cer(IV)ammoniumsulfat [Mukopadhyay et al., J. Polym. Sci, A-1, 7 (1969) 2079] denkbar. 
Andere Aktivierungsverfahren sind die photochemische Aktivierung der Oberflache durch 
Sensibilisatoren wie Benzophenon oder Methylenblau. 

|Die Adsorptionseigenschaften der beschriebenen gepfropften Oberflachen lassen sich durch 
^das Einstellen des Verhaltnisses der beiden verwendeten Monomere definieren. Weiterhin 
konnen die Oberflacheneigenschaften der erfindungsgemaBen Adsorbentien durch die 
zusatzliche Verwendung von weiteren Monomerkomponenten mit einer polymerisierbaren . 
Doppelbindimg beeinflusst werden. So kann man beispielsweise durch den Einsatz von 
Vinylacetat und dessen Hydrolyse nach der Polymerisation das Benetzungsverhalten der 
40 erfindungsgemaBen Adsorbentien verbessem. 

• Zu Anreicherung der nukleinsaurehaltigen Zellbestandteile werden die erfindungsgemaBen ^ 
Adsorbentien zu einem auf enzymatischem, etwa durch die Behandlung mit Proteinase K, die 
dem Fachmann hinlanglich bekannt ist imd/oder nichtenzymatischen Wege, etwa des 
45 Einsatzes von Detergentien und eines osmotischen Schocks, gewonnenen Lysates eines 
biologischen Materials, besonders Blut gegeben. Nach einer Bindungszeit der 
nukleinsaurehaltigen Zellbestandteile von 1-10 Minuten, vorzugsweise 2-5 Minuten werden 
, die festen Adsorbentien mit den nukleinsaurehaltigen Zellbestandteilen abgetrennt. Die 
nukleinsaurehaltige Komplexe lassen sich daim mit Hilfe wassriger Losimgen von Salzen mit 
50 definierter lonenstarke wieder abtrennen und der eigentlichen Aufreinigung der 
Nukleinsauren zufuhren. 




b 



Das Volumen der zxor Ablosung der nukleinsaurehaltigen Zellbestandteile benotigten Losung 
ist deutlich geringer als das Ausgangsvolimien der biologischen Probe, so dass eine 
KonzentratiOn der aufzureimgen Nxikleinsauren erreicht wird und die Extraktiori in kleinen 
Volumina mit Robotem erfolgen kann. 

5 ; . . ■ ' 

Die festen Adsorbentien konnen als loses Pulver oder als modifiziertes Filtermaterial zxim 
Eiasatz gelangen. BeispieUiaft ist die Verwendung der beschriebenen Adsorbentien in 
sogenaimten „Spin colums"^ kleinen Chromatographiesaulen fiir die Handhabung in 
Tischzentrifugen. 

10 in einer besonderen Ausfuhrungsform dieser Erfindung bestehen die Adsorbentien zur 

Anreicherung des nukleinsaurehaltigen Zellmaterials aus magnetischen Mikropartikeln mit 
(ien erfindungsgexnaBen Oberflacheneigenschaften. 

Nukleinsanrehaltige Zellbestanteile im Sinne dieser Erfindung konnen Zellkeme upd andere 
nukleinsaurehaltigen Organellen wie Mitochondrien oder Chloroplasten sowie ' 
nukleinsaurehaltige Proteinkomplexe oder Viren u. a. sein, 

Biologische Materialien tu Sinne dieser Erfindung konnen Korperfliissigkeiten sein wie Blut, 
Urin, Cerebrospinalfliissigkeit. Weiterhin konnen zu diesen biologischen Materialien gehoren 
Kulturen von Mikroorganismen, zellhaltige Materialien wie Gewebe oder Bodenproben, 
Bestandteile von Pflanzen oder anderen Organisrnen. 

Die auf die erfindungsgemaBen Partikel aufgepfropften Copolymere bestehen aiis 
Acrylsaure- bzw; Methacrylsaurederivaten insbesondere Acrylamid und 
Vinylsulfonsauremonomeren, insbesondere Styrensulfonsaure in einem Monbmerverhaltnis 
zwischen 50% und 10% des Sulfonsaurederivates, besonders zwischen 10 und 25%. 
Die Tragermaterialien, auf dlie Monomere gepfropft werden konnen anorganische oder 
organische Materialien sein, die eine Pfropfreaktion auf Grund ihrer chemischen 
Eigenschaften gestatten. Dazu gehoren z.B. Polystyren, Polysulfone oder modifizierte 
Kieselgele. Besonders eignen sich Hydroxylgruppen tragende Polymere wie Zellulose, ganz 
besonders Polyvinylalkoholderivate. 

• Die Erfindung soil nun anhand einiger Beispiele illustriert werden, ohne sie aber auf diese 
Beispiele zu beschranken. 

Beispiel 1 

1 g magnetischer Mikrbpartikel bestehend aus mit Glutardialdehyd vemetztem 
40 Polyvinylalkohol werden im Verlauf von einer Stunde mit 10ml 30%igem Wasserstoffperoxid 
aktiviert. Die Partikel werden aus der Suspension abgetrennt und mit Wasser peroxidfrei 
gewaschen. . . • • 

Dann gibt man diese Partikel zu einer Losung von l,lg Acrylamid und 0,5g 
Styrensulfonsaure die mit Natronlauge auf pH 7 gebracht v^de. Nach der Zugabe von 40mg 
45 Eisen(II)sulfat riihrt man 1 Stund bei Raxmitemperatur. 

. Die Partikel werden dann abgesaugt und mit Wasser von restlichem Monomer und nicht • 
gepfropften Polymer befreit und sind fur die Anreicherung voii nukleinsaufehaltigem 
Zellmaterial bereit. 

50 . Beispiel 2 



10 mg der unter Beispiel 1 hergestellten Magnetpartikel werden in eine Mischung aus 2 ml 
Blut land 4 ml eines Lysepiiffers bestehend aus einer 2,5M Losimg von Saccharose, die 1% 
Triton XlOO enthalt, gegeben. Die Losung wird innig geinischt, um die Magnetpartikel zu 
verteilen und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann trennt man die Partikel durch 
Anlegen eines Permanentmagneten an die GefaBwand ab und verwirfl die Fliissigkeit im 
GefaB, wobei man darauf achtet keine Magnetpartikel zu verlieren. 

Die Partikel mit.den gebimdenen DNA - haltigen Zellbestandteilen werden nun in 200/xl 1,5 
M NaCl-Losxmg resuspendiert. Wiederum werden die Magnetpartikel durch Anlegen eines 
auBeren Magnetfeldes an der GefaBwand gesammelt. Der Uberstand kann nun weiteren 
Methoden zur Aufreinigung von DNA zugefuhrt werden. . . ■ 



Patentanspriiche 

' / ■ ' ■ " 

Anspruch 1 - " 

Verfahren zur Anreicherung von nxokleinsaurehaltigen Komplexen, dadtirch gekennzeichnet, 
dass feste Adsorbentien mit Oberflacheh bestehend aus Copolymeren von Vinylsulfonsaure- 
derivaten und einem Tragerpolymer in ein lysiertes oder teilweise lysiertes biologisches 
Material eingebracht werden, die nukleinsaurehaltigen Komplexe an das eingebrachte 
Adsorbens binden, das restliche biologische Material von dem Adsorbens abgetrennt und die 
an das Adsorbens gebundenen nukleinsaurehaltigen Komplexe wieder eluiert werden. 

Anspruch 2 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Vinylsulfonsaurederivate 
Styrensulfonsaure verwendet wird. 

15 Anspruch 3 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Tragerpolymer Acrylsaure bder 
Methacrylsaure oder eines ihre Derivate, insbesondere Acrylamid bzw. Methacrylamid 
verwendet werden. 



10. 




20 Anspruch 4 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Copolymere durch 
Pfropfpolymerisation auf die Oberflache des Adsorbens aufgebracht werden. 

• > , , 

Anspruch 5 

25 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Gehalt der 

Vinylsulfonsaurekomponente im Reaktionsgemisch bei der Pfropfpolymerisation zwischen 10 
und 50 Masseprozent, besonders zwischen 10 und 25 Masseprozent der 
Gesamtmonomermasse betragt . 

30 Anspruch 6 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als biologisches Material Blut und 
andere Korperfliissigkeiten wie Urin, Serum oder Plasma aber auch Zellsuspensionen von 
Mikroorganismen imd Aufschliisse von Pflanzen zum Einsatz kommen. 

Anspruch 7 . > 
Verfaliren nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als nukleinsaurehaltige Komplexe ■ 
Zellkeme, Mitochondrien, Chloroplasten, nukleinsaurehaltige Protein-Komplexe, Virus- 
Partikel und anderes an die Adsorbentien binden 

■ • '. * ^ 

40 Anspruch 8 

Verfahren nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsauren in den 
nukleinsaurehaltigen Koniplexen sowohl Desoxyribonukleinsauen als auch 
Ribonukleinsaureii sind. 

45 Anspmch 9 

Verfahren nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die an das Adsorbens gebundenen 
nukleinsaurehaltigen Komplexen durch kleuie Volmnina von wassrigen Salzlosungen 
definierter lonenstSrke abgelost werden konnen, wobei insbesondere Losimgen von Natrium- 
oder Kaliumchlorid mit einer Konzentration von 0,5 bis 3,5 molar insbesondere zwischen 1 
50 und 2 molar zmn Einsatz kommen. 




Anspmch 10 

Verfahxen nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die eingesetzten Adsorbentien 
iiber magnetische Eigerischaften verfiigen, die sie dutch Anlegen extiem^r maignetischer 
Felder mechanisch manipulierbar machen. 



s 



Zusaimnenfassung: , ■ 
Die Erfindxmg betxiift ein Verfahren zur Ablxemim^ 

nukleinsaurehaltigem Komplexen aus Blut oder anderen biologischen Materialien. Die 
5 nukleinsaurenhaltigen Komplexe werden nach teilweiser Lyse des Probenmaterials mittels 
eines Puffers, der Detergentien und Enzyme enthalten kaim, an eine feste Oberflache 
bestehend aus Copolymeren von Acrylsaure- oder Methacrylsaurederivaten und monomeren 
Komponenten mit einer Sulfonsauregmppierung gebunden und die restlichen Bestandteile des 
Probenmaterials abgetrennt. Dann konnen die nukleinsaurehaltigen Bestandteile des 
10 Probenmaterials unter einef bestinmiten loneristarke von der Oberflache abgelost und die 
Nukleinsauren weiter aufgereinigt werden. In einer besonderen Ausfiihrungsform der 
Erfindung haben die festen Oberflachen magnetische Eigenschaften und die Gestalt von 
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Mikropartikeln mit einem Durchmesser im Bereich von 1-30 Mikrometem. 




